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Falcizagdo em concentrado de hemdcias provenientes de doadores com hemoglobina (2

- — - &
AS armazenadas em condigSes normais de banco de sangue com SAG-M.

Maria Célia Cerqueira Campos“

RESUMO

ealizamos um estudo para avaliar o indice de falcizagéof:m 30 bolsas de

R concentrado de hemécias armazenadas a 42C com a solugéo preservadora

SAG-M, provenientes de doadores com hemoglobina AS do Centro de Hematologia

e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) no periodo de maio a novembro de 1993. Foi

observado um fndice de falcizagdo progressivo a partir de 24hg de estocagem (média
de 11,6%) até o décimo dia quando foi evidenciadg uma média de 14,6%, havendo ¥

um decréscimo para 7% no trigésimo dia. As bolsas permaneceram em repouso na

posigdo horizontal estocadas a 4°C durante o periodo. [_‘?5

Esse mesmo estudo foi realizado em 15 bolsas de portadores do trago falcémico,
utilizando a mesma técnica anterior, diferindo apenas na homogenizagao das bolsas

antes de cada teste. Foi observado um nivel aumentado de falcizacdo (25,8%) ap6s #

24h$ de coleta, atingindo 27,1% no 5° dia, descrescendo até o 302 dia com uma média

de 11%, o que difere da técnica anterior.

*  Trabalho apresentado como requisito final do Curso de Especializagdo em
Hematologia e Hemoterapia

**  Farmacéutica Bioquimica do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Bahia
(Fundagio HEMOBA) e aluna do Curso de Especializagio em Hematologia e



2. INTRODUGAO

2.1. A Hemoglobina S

presenga de uma hemoglobina anormal, a hemoglobina S, no sangue de

um individuo, é caracterizda por uma alteragdo estrutural na molécula de
hemoglobina, que modifica a morfologia do eritrécito quando submetido a condiges
de hipéxia “in vivo” ou “in vitro”, apresentando o aspecto de foice ou meia lua. A
mutagao siclémica ocorre na 62 posigdo da cadeia beta, onde o aminodcido glicina é
substituido pela valina (2,3,4,24,29,30,32,34,36,47,50,51,52).

Hemoglobina S tem ampla distribuigdo mundial, tendo maior frequéncia na
Africa, América do Norte e América Latina, acometendo principalmente individuos
negroides. Em algumas dreas da Africa pode atingir até 40% e é estimadoque 7 a13%

dos negros americanos sio portadores do trago falcémico (7,16,1 7,26,31,42,51,52).

No Brasil, o gene siclémico (do inglés sickle = foice) foi introduzido por escravos
provenientes do continente africano. Porém com a intensa miscigenagéo da popula-
¢do brasileira, deixou de ser caracteristica restrita da populagdo negréide, sendo
encontrada também em caucaséides. Estudos populacionais demonstraram uma
incidéncia de 3 a 11% de portadores de hemoglobina S (7,14,15,17,20,33,35,46,53).

Os heterozigotos para hemoglobina§, portadores do trago falcémico ou estigma
siclémico, apresentam 22 a 45% de hemoglobina andmala
(3,9,10,11,12,21,35,37,40,45,46).

Esses individuos geralmentes sdo assintomaticos, e é uma desordem considera-

da benigna, que causa dificuldade s6 quando em situagdes de hipéxia. Porém hoje se



*

A causa mais freqilente de hipéxia é o estado anestésico uma vez que é

e

acompanhado de depressdo respiratéria. Isso pode provocar crise hemolitica ou

infartamento de vdrios 6rgdos como consequente obstrucio sanguinea por aglome-
rados decélulas falciformes 2L, Entre margo de 1968 e fevereiro de 1969, quatro mortes
ocorreram entre aproximadamente 4000 negros americanos, passando por treina-
mento de combate do exército a uma altitude de 4060 pés. Todos eram aparentemente
sauddveis e ndo tinha nenhuma histéria familiar. A causa da morte foi relatada por
falcizagdo induzida por exercicios extremos > 167,

Os riscos transfusionais de um sangue cujas hemécias possua hemoglobina S,
sdo causados pela falciformagdo que ocorre em condigées oxigenoprivas, acidose e
hipotermia, onde a sobrevivéncia é menor, sendo retirados precocemente da circula-
¢do sanguinea pelo bago 15192226, Foi descrito um caso fatal de exsanguineotransfu-
sdo, onde foram encontrados na necropsia de uma crianga com ictericia e submetida
a exsanguineotransfusio de um doador com hemoglobina AS, 95% dos eritrécitos

falcizados. A crianga faleceu no quinto dia apés a transfusio. -

O sangue contendo hemoglobina S ndo deve ser administrado em cirurgias
cardiacas e pulmonares, pacientes com acidose, anemia falciforme, exsanguineo
transfuséo, septicemia e circulagdo extracorpérea. (b

Morais?’, estudando portadores de hemoglobina S, em concentrado de hema-
cias colhidas com CPD, armazenadas a 4°C, observou um indice progressivo de

hemécias falcizadas do 12 ao 252 dia de estocagem.

Nosso objetivo, é estudar o comportamento das hemdcias em bolsas coletoras

de portadores de hemoglobinafS, estocados a 4°C, com a solugdo preservadora
SAG-M.

2.2. Solugao Preservadora SAGM

O armazenamento do sangue é de grande importancia na terapéutica tranfusio-
nal. Quando o sangue é armazenado, ocorre vérios processos metab6licos responsa-
veis pela integridade das hemécias. O mais importante é a glic6lise que fornece
energia necessdria para manutencdo da forma, integridade de melhoria, troca de
gases, transporte de fons e manutengdo da hemoglobina reduzida. 43
Quando o sangue é colocado sob refrigeragao, passa de 37°C para 4°C e esta

diminuigdo de 33°C eleva o pH em cerca de 0,6 unidades. Caso este aumento nio seja

* 1 1. e P



Em 1978, foi descoberto a solugdo SAG (Salina, adenina e glicose) por Hogeman,
com a finalidade de reduzir a viscosidade e 0 hematééito que levaria a hemélise mais

acentuada, 1

Trés anos ap6s, foi adicionado ao SAG, 10 a 30 ml de manitol que mantém a lise
espontinea em niveis aceitdveis. Fiquene13 demonstrou uma hemolise de 1% do 1°
ao 43¢ dia. Esse acréscimo de solugdo preservadora, mantém o potencial energético
do eritrécito, através da diminuigio da produgio de 4cido latico e consequentemente
diminuindo a acidez. Desse modo, obtem-se uma melhor eliminagio de microagre-
gados leucoplaquetdrio e uma deleucocitagio parcial (80%) das unidades e diminui-
¢do do hematrédito, o que melhoraria as condigdes tranfusionais. 18 A sobrevida

pos-transfusional dos eritrécitos é de 75% e a preservagio de 42 dias. s



3. MATERIAL E METODO

N osso estudo foi realizado no periodo de maio a novembro de 1993, utili-
zando 30 bolsas de concentrado de hemidcias provenientes de doadores
identificados pelo laboratério de hemoglobina do Centro de Hematologia e Hemote-

rapia do Ceara (HEMOCE), como portadores de hemoglobina AS.

As bolsas utilizadas continham em média 450 ml de sangue total de cada doador
em bolsa contendo 63ml de solugdo anticoagulante CPD, num sistema de bolsa tripla,
contendo 100ml de solugio preservadora SAG-M (salina, adenina, glicose e manitol)

em uma das bolsas pldsticas.

Os doadores tinham sorologia negativa para hepatite, chagas, sifiles e AIDS.

Para obtengao do concentrado de hemacias, as bolsas de sangue foram subme-
tidas a uma centrifugacio de 15 minutos em centrifuga refrigerada 3500 rpm a 4°C,
até 6 horas apés coletado o sangue. Emseguida, o plasma sobrenadante foi transferido
para uma bolsa satélite através de pressdo em extrator de plasma. Os concentrados
de hemécias foram ressuspensos em 100ml da solugdo preservadora SAG-M anexa
em sistema fechado por nés utilizado e estocados a 4°C em posigdo horizontal sem

homogenizagao.

A identificagdo da hemoglobina AS em laboratério foi feita através da eletrofo-
28,42

rese em dgar amido, pH 8,6 e confirmada pelo teste de solubilidade (Itano, 1955).
Apés 24 horas de coleta, retiramos a bolsa da geladeira e através de uma agulha
tipo macrohematécrito adaptada a uma seringa contendo 1ml de formalina 10%

(preparada no laboratério de hemoglobina), introduzimos a agulha dentro da bolsa



mistura formalina - hemAcias e deixamos 10 minutos em repouso, tempo para fixagdo
das hemdcias. Logo apés, fizemos um esfregago em laminas de microscépio e coramos
N pelo corante may grunwald giemsa. Apés a coloragio fizemos a contagem de células

falcizadas em 500 hemécias. 2°

Repetimos esse mesmo procedimento em cada bolsa, no 5°, 102, 159, 209, 259, 30°
dias apés o armazenamento. Durante esse tempo, as bolsas ndo sofreram nenhum

tipo de agitaco e a coleta das amostras foi realizada no fluxo laminar para diminuir

ety = e ———

o risco de contaminacao.

Em um segundo estudo, utilizamos 15 bolsas de concentrado de hemaécias com
SAG-M e apds 24h de armazenamento a 4°C, as bolsas eram homogenizadas durante
5 minutos no homogenizador de bolsas “tipo hemomix”, com a finalidade de padro-
nizar o tempo da homogenizacio a cada teste. Esse procedimento foi repetido no 59,
109, 152, 20°, 259 e 3(° dias, apés o armazenamento. Para coleta das amostras, utiliza-
mos o mesmo procedimento anterior. Fizemos o esfregago, coramos pelo método may
grunwald giemsa, e contamos as células falcizadas em 500 hemadcias. Essas bolsas

também eram provenientes de portadores do trago falcémico.
O nivel de significincia estatistica alfa &) foi fixado em 0,05.

- Solugio anticoagulante CPD

Citrato de Sédio 2630mg
Acido Citrico 327mg
Fosfato de s6dio monobésico H2O 222mg
Dextose H2O 2550mg
Agua para injegio q.s.p. 1000ml

- Solugdo preservadora SAG-M

Cloreto de Sédio 877mg
Adenina 169mg
Dextrose H20 900mg
Manitol 525mg
Agua para injegdo q.s.p. 1000ml

-Formalina 10%

— 1 ann_.1



4. RESULTADOS

Foram analisadas morfologicamente hemdcias de 45 bolsas estocadas a 4°C
com SAG-M de portadores de hemoglobina AS, sendo 30 bolsas utilizadas
sem homogenizagdo antecedendo a coleta das amostras e 15 bolsas com homogeni-

zacgao.

A tabela 1 apresenta o niumero de hemacias falcizadas numa contagem de 500
hemicias durante o perfodo de estocagem a 4°C sem homogenizagdo antecedendo a

coleta de amostras.

A tabela 2 mostra a analise de variincia da tabela 1, evidenciando que as médias

das hemadcias falcizadas foram uniformes.

A tabela 3 estdo representados os resultados do “teste de Dunnett”, que foi
aplicado para verificar o tempo de estocagem onde existe diferenga estatisticamente

significante em relagio ao 12 dia. Apenas no 30° dia existe esta diferenga.

A tabela 4 mostra o nimero de hemdicias falcizadas em contagem de 500

hemdcias, quando houve homogenizagdo antecedendo a coleta.

A figura 1, sintetiza de maneira gréfica, os resultados encontrados neste traba-

Iho, e em trabalho realizado por Morai527

sem solugdo de SAG-M.

com bolsas usando anticoagulante CPD,



TABELA I - Nimero de hemdcias falcizadas em concentrado de heméacias provenien-

tes de doadores com hemoglobina AS, durante o periodo de ar-
mazenamento a 4°C, com SAG-M sem homogenizagio.

Dias de N¢ de Hemdcias Falcizadas
Estocagem
?:ufgg?gf;&s ° | 5 | 100 | 150 | 200 | 25¢ | 3ee
0675 49 65 92 142 115 130 63
0694 10 10 18 11 04 04 02
0880 102 52 84 50 51 06 10
0117 26 72 106 107 79 70 101
1344 29 43 35 45 28 42 26
1538 36 23 30 24 25 21 07
1545 64 72 82 63 61 35 19
0035 08 08 21 30 33 08 06
0118 10 12 20 07 15 09 07
0110 187 231 240 191 230 69 43
0138 37 33 40 16 42 19 23
0483 171 g9 137 99 44 103 50
0447 03 03 04 02 06 07 04
0781 67 76 08 23 40 54 49
0298 33 41 61 nH 45 28 27
0415 121 132 133 150 161 163 132
0678 05 06 10 12 09 05 02
0697 29 34 60 52 78 77 57
0657 120 209 225 218 147 132 102
0816 48 50 26 27 19 33 59
0976 72 59 45 26 16 21 39
1066 46 23 29 45 29 27 31
1071 101 162 173 104 66 56 81
1075 18 06 12 05 i1 05 03
1130 72 107 103 73 30 25 20
1204 50 103 104 60 27 66 18
1241 54 55 57 43 28 17 12
1421 49 31 09 21 13 15 07
1530 47 57 46 28 23 16 09
0173 83 88 04 61 60 56 50
TOTAL 1747] 1962 2194 1790 1535 1319 1059




TABELA 2 - Quadro de Andlise de Variancia dos dados das hemdcias falcizadas da

Tabela 1
FV GL SQ OM F
Tempo de Estocagem 6 29.796,9 4.966,15 782
Bolsas 29 404.337,9 12.942,69 21,95
Residuo 174 110.546,2 635,32 ——
TOTAL 209 544.681,0 — ——
* SignificAncia ao nivel a = 0,05

TABELA 3 - Comparagéo das médias pelo teste de Dunnet

Contraste Valor

X1 -X5 7,17

X1 -X10 14,40

X1 -X15 1,43

X1 - X20 7,07

X1 - X25 14,27

X1 -X30 22,93*

* Média estatisticamente diferente da média inicial, com o = 0,05




TABELA IV - Niimero de hemdcias falciformes em concentrado de heméacias

provenientes de doadores com hemoglobina AS durante o periodo de
armazenamento a 49C, com SAG-M com homogenizagio.

Dias de
Estocagem
g;‘ifgi‘;j;f: oo 10 50 10° | 152 | 20° | 25¢ | 30
1240 117|  129] 103 75 35 34 21
1241 190 232 246 191 203 118 113
1332 25 33 17 18 12 03 02
1477 68 78 59 33 45 33 07
1358 152{ 155 72| 113 55 61 35
1450 144|  154]  124]  138] 131 68 58
1431 75 79 58 51 40 25 23
1459 86 93 102 106 110 69 47
0112 134 168 148 118 96 92 59
0334 117 117 72 39 28 17 05
0457 163 130|101, 144 116/ 104 54
0504 92 97 78 87 56 40 25
0746 169)  174] 158|122 108|  136] 120
0755 2731 277 257 247/  246] 198|194
0852 134 1171 1270 113|197 70 62
Total 1939] 2033 1722| 1595 1388 1068 826
% Falcizacio 25,8 271 229 21,2 18,5 14,2 11,0
. X 129,6) 1355{ 114,8| 106,3 92,5 71,2 55,0
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Figura 1: Média das hemdcias falcizadas em fun¢io da estocagem a
4°c com homogenizagio e sem homogenizagio.

Bolsas estocadas com CPD sem homogenizagio (27).

———= Bolsas estocadas com SAG-M sem homogenizagio.

m= == Bolsas estocadas com SAG-M com homogenizagio.
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5. DISCUSSAO

s resultados obtidos na tabela 1, mostram uma variagdo do nimero de

hemacias falcizadas de cada doador no qual, o menor indice em bolsas sem
homogenizacao foi de 0,6% e o maior 46,2%. Esse fendmeno foi relatado na literatura
como ndo bem conhecido®”. Apesar de haver um nimero progressivo do niimero de
hemacias falcizadas apés 24hs de armazenamento a 4°C, a andlise de varidncia
mostrou que a média de falcizagdo durante a estocagem foi uniforme até o 25° dia.
Apenas no trigésimo dia houve uma diferenca estatisticamente significante em

relagiio ao 19 dia (tabelas 2 e 3).

Na tabela 4, estio representados o nimero de hemacias falcizadas antes de cada
teste. Houve um aumento importante no niimero destas hemadcias. A idéia inicial era
que com a homogenizagdo, aumentaria o teor de oxigénio dentro da bolsa, evitando
a falcizacdo. No nosso estudo, foi evidenciado o contririo, sendo necessario um
estudo mais aprofundado desse fendmeno. Essa diferenca estd bem ilustrada na

figura 1.

Barreto et a116, analisando a viabilidade das hemadcias estocadas a 4°C em bolsas
plésticas, verificou que a pressdo do oxigénio nos diversos dias de estocagem aumen-
tava até o 252 dia. Isso, poderia ter explicado o decréscimo do nimero de hemdcias
falcizadas a partir do 10° dia. Porém, as andlises estatisticas, demonstraram um

comportamento uniforme.

Outro fato interessante que nos fez pensar no decréscimo das hemdcias falciza-
das, foi a solugdo preservadora de SAG-M, que com maior quantidade de glicose e a
adicio de manitol, mantém o potencial energético dos eritrécitos, melhorando a

falcizacan. Tesn também nao foi exnlicado no nosso estudo.



verifibu um fndice de falcizagio menor que 1,5% e 1% quando removidas com
homogenizagio inicial. Morais”, em 1987, estudando também bolsas de portadores
com hemoglobina AS, verificou um indice progressivo de falcizagido até o 25% dia; que
em um das bolsas chegou a 36%. Em nosso estudo, nés verificamos um indice até
46,2%. Os achados de Ray pode ser explicado pelo fato deste, ter utilizado apenas 06

doadores para o estudo.

E relatado na literatura, que sangue de individuos com trago falciforme quando
transfundidos em individuos em condicBes normais, a sobrevida dos eritrécitos é
normal (6,8,19,26,38,44). Porém, quando tranfundidos em hipéxia (saturacdo de
oxigénio 90%, 85% e menor que 80%) a sobrevida foi encurtada com sequestragio
esplénica. »

No nosso estudo, foi obtido um fndice de 46,2% de hemdcias falcizadas em uma
bolsa durante a estocagem, o que contra indica a mesma para transfusio sanguinea,
mesmo que nfo seja em condigdes de extrema hipoxia. Por isso € necessdrio o
conhecimento do comportamento destas hemacias estocadas, sendo o doador inapto
para uma nova doagio e encaminhado para um servigo de aconselhamento genético
L12 A finalidade é de informar sobre o risco de gerar filhos com hemoglobinopatias
graves, poisa unifio de heterozigotos de hemoglobina anormal pode resultar emcasos
homozigéticos (anemias de células falciformes) 1825 Esses individuos devem ser
orientados sobre exercicios fisicos intensos, cirurgia sem aporte de oxigénio, viagens
em avides despressurizados, altas altitudes, etc =0

Ramalhol® estudando a mobilidade de individuos com trago falciforme fez uma
avaliacdoclinica e laboratorial, incluindo exame radioldgico completo. Foi constatado
nesta avaliagio casos de hematria, alteragdes 6sseas e neurolégicas idiopéticas. Estes
individuos poderiam ter sido eventuais doadores de sangue. Esse fato demonstra a
necessidade de idenficagio de portadores de hemoglobina S em todo o servigo de

hemoterapia, considerando-os como inaptos para doagdo.



6. CONCLUSAO

O nosso estudo utilizando 30 bolsas nio homogenizadas, mostrou um indice
de falcizacdo j4 a partir de 24hs de armazenamento, e que este indice é
uniforme até 0 25% dia. Apenas no trigésimo diahouve uma diferenga estatisticamente

significante em relagdo ao alfa fixado em 0,05.

A faixa de variacdo do niimero de hemadcias falcizadas ndo submetidas a um
processo de homogenizagdo, seja com CPD?, ou CPD SAG-M é a mesma para os dois

gTUpos.

Nas 15 bolsas utilizadas com homogenizagdo previamente a coleta das amos-
tras, os resultados estdo totalmente fora da faixa de variagao das bolsas ndo homoge-
nizadas, considerando do 12 ao 252 dia, deixando perceber que a homogenizagdo

aumenta o ntimero de hemaécias falcizadas.



SUMMARY

A study was carried out toevaluate the degree of sickling in 30 bags of packed

red cells stored at 42C with the preserving solution SAG mannitol, obtained
from donors with hemoglobin AS at the Center of Hematology and Hemotherapy of
Cear4 - HEMOCE, in the period from May to November, 1993. Progressive sickling

was observed as of 24 hours of storage, until the 10th day showing a mean of 14.6%,

with a decrease to 7% on the 30th day. The bags remained resting horizontally during
the storage at 4°C.

This same study was carried out with 15 bags homogenized before each test. An

increase was observed in the number of sickled red cells in relation to those at rest,

reaching a rate of 27.1% on the fifth day, with a decrease to 11% on the 30th day.
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